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® Vorrichtung zum Zuchten und/oder Behandeln von Zellen 
(§) Eine Vorrichtung zum Zuchten und/oder Behandeln 

von Zetlen mit folgenden Merkmalen: Auf einem gas- 

durchlassigen Trager ist eine erste Kammer (Zellenkam- 

mer) angeordnet. Die erste Kammer ist durch eine erste 

gaspermeable, nicht flussigkeitsdurchlassige Folie gebil- 

det, die auf den Trager aufgelegt ist und eine zweite mi- 

kroporose Folie, die uber der ersten Folie angeordnet 

oder mit dieser einstuckig ist. Wenigstens eine der beiden 

Folien ist derart elastisch, daB das Endvolumen der ersten 

Kammer ein Vielfaches seines Ausgangsvolumens ein- 

nehmen kann und die erste Kammer ist wenigstens mit 

einer Zu- und/oder Ablaufleitung versehen. 
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Beschreibung 



Die Erfindung betriff t eine Vorrichtung zum Ziichten und/ 
oder Behandeln von Zellen. 

Aus der DE 42 06 585 C2 ist eine Vorrichtung zur Mas- 5 
senkultur von Zellen, insbesondere von Hepatozyten auf 
plattenarligen Zellkulturtragern beschrieben, wobei auf ei- 
nem gasdurchlassigen Zellkulturtrager Zellen in einer Kol- 
lagenschicht angeordnet sind. Die Vorrichtung ist dabei 
sandwichartig aufgebaut, wobei mehrere Zellkulturtrager 10 
mit dazwischen liegenden Kollagenschichten mit Zellen 
vorgesehen sind. Nachteilig bei dieser Vorrichtung ist, daB 
sLels genau definierte Zellenkammern mit bestimmten \folu- 
mina vorhanden sind. Dariiber hinaus ist es schwierig die 
Zellen in den Zellenkammern zu beobachten, um eventuelle is 
Veranderungen bzw. Entwicklungszustande festzustellen. 

In der DE42 22 345 Al ist ein Verfahren zum Ziichten 
einer Zellart im Kokulturverfahren mit Leberzellen be- 
schrieben, wobei eine Kuluvierung von Leberzellen auf ei- 
nem Trager im Sandwich verfahren erfolgL Zwischen den 20 
Leberzellen und dem Trager ist eine erste Matrixschicht zur 
Verankerung der Leberzellen angeordnet und iiber den Le- 
berzellen befindet sich eine zweite Matrixschicht 

In USP 5,449,617 wird ein KulturgefaB beschrieben in 
dem die Kultur in starren Gehausen durchgefiihrt wird. Ein 25 
Nachteil ist hierbei der hohe Anteil an Totvolumen. Um eine 
verbesserte und gleichmaBigere Versorgung der Zellen mit 
Sauerstoff zu erreichen, muB das Oerat vorzugsweise ge- 
dreht werden. Dies ist insbesonders fur adharent wachsende 
Zellen ein kontinuierlicher StreBfaktor. Die Erstellung von 30 
Hepatozytenkulturen nach der sog. Sandwichtechnik ist 
hierbei nicht langerfristig moglich, da derartige Rotationen 
zu einer Zerstdrung der Kollagenschichten fuhren. Der 
Skale up bei derartigen Verfahren ist nur mit hohem Totvo- 
lumen moglich. Der Skale up unterliegt dadurch erheblichen 3S 
Limitation, da eine VolumenvergroBerung auch die Grenzen 
des Skale up's schnell erreichen laBt, da kontinuierlich neue 
Bedingungen erreicht werden. Diese sind auch dadurch be- 
dingt, daB der durch die Rotation erreichte Umwurf dann zu 
hoheren Druck und Scherbelastungen der Zellen fuhrt. Falls 40 
diese Rotationen nicht gemacht werden, ist andererseits eine 
gleichmaBige Versorgung der Zellen mit Sauerstoff nicht 
mehr gewahrleisteL Dies ist durch die laterale Anordnung 
der gasdurchlassigen Folien/Membranen relativ zum Zell- 
kultivierungsraum bedingL 45 

Die Einbringung von definierten Volumina fur die Kam- 
mern des Kultursy stems wird in US-PS 4,748,124 beschrie- 
ben. Hierfur wird die Kulturkammer in einem komprimier- 
ten Zustand gehalten. Dies hat den Nachteil, daB diese Kam- 
mem vor Beginn der Kultivierung in bestimmten Dimensio- 50 
nen festgelegt (definiert) werden miissen. Diese Definition 
des Kultunaums wird als ein \forteil angesehen. Tatsachlich 
handelt es sich um einen entscheidenden Nachteil, da da- 
durch eine Anpassung an unterschiedliche Kulturphasen 
und ein Mitwachsen des Kultursystems bei 3-D Wachstum 55 
nicht moglich isL Nur eine derartige Flexibility ermoglicht 
jedoch den Einsatz des Systems fur die Entwicklung kiinst- 
licher Organe aus einer kleinen Anzahl von Starterkulturen. 

Zusatzlich wird in US-PS 4,748,124 die Emschrankung 
auf die Verwendung von Dialysemembranen vorgenommen. 60 
Dies ist von wesentlichen Nachteil fiir primare Zellen wie 
z. B. Hepatozyten die Produkte und Katabolite, oder pro- 
teingebundene Toxine mit wesentlichem hoheren Moieku- 
largewicht transportieren (aufnehmen und abgeben miis- 
sen). Nur mikroporose Membranen mit Proteinpermeabilitat 65 
konnen dies gewahrleisten. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde 
eine Vorrichtung zu schaffen, mit der sehr variabel auf die 



sich andernden Zustande, insbesondere Volumenandcrun- 
gen (Erhohung und Vcrklcinerung des Volumcns) bei der 
Behandlung und/oder Ziichtung von Zellen reagiert werden 
kann, wobei gleichzeitig auch eine Beobachtung moglich 
und dariiber hinaus auch die Mogiichkeit fiir eine Massen- 
kultur gegeben sein soli. 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch die in An- 
spruch 1 genannten Merkmale gelost. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist durch ihren einfa- 
chen Aufbau fiir ein Massenkultursystem geeignet. Dariiber 
hinaus laBt sie sich den jeweiligen Anforderungen anpassen. 
So kann z. B. beginnend mit einem sehr kleinen Volumen 
und einer geringen Zellenzahl, die in der Zellenkammer 
bzw. dem Zellkompartment behandelt oder kultiviert wer- 
den, diese auf ein Vielfaches des Anfangsvolumens vergro- 
Bert werden. Dies bedeutet man kann z. B. mit einer gerin- 
gen Menge von zu untersuchendem Material beginnen und 
dieses dann in der Zellenkammer wachsen lassen. Auf diese 
Weise wird insbesondere bei teuren Substanzen auch eine 
Kosteneinsparung erreicht. 

Durch die Mogiichkeit iiber den stabiien Trager Luft bzw. 
Sauerstoff zuzufuhren, der iiber die gaspermeablen Folien in 
die Zellenkammer diffundieren kann, konnen ein oder meh- 
rere derartige Einheiten sandwichartig iibereinander in einen 
konventionellen Warmeschrank gestellt werden. Aufgrund 
der Kombination der Tragerstruktur mit der Oxygenation 
iiber die gaspermeablen Folien sind keinerlei Pumpvorrich- 
tungen fur die Sauerstoff- und Kohlendioxyd- Versorgung 
erforderlich, womit die Handhabung erleichtert wird. 

Von Vorteil ist weiterhin auch, daB bei der erfindungsge- 
maBen Vorrichtung die Zellenkammer auf einfache Weise 
stets beobachtet werden kann. 

Eine sehr vorteilhafte und nicht naheliegende Weiterbil- 
dung der Erfindung ist in Anspruch 2 aufgezeigL 

Wahrend man in der unteren Zellenkammer Zellen be- 
handelt und/oder kultiviert kann die obere Kammer zur Zu- 
fuhrung von Nahrmedium vorgesehen sein, das durch die 
mikroporose Folie bzw. Membran in die Zellenkammer dif- 
fundierL Hierzu muB die zweite Folie entsprechend mikro- 
poros und fliissigkeitsdurchlassig sein. Ein weiterer Vorteil 
einer Nalirmediumzufuhrung auf diese Art besteht darin, 
daB fiir die Zellen in der Zellenkammer ein deutlich geringe- 
rer ScherstreB gegeben ist. Die Zellen konnen unterhalb und 
oberhalb in Kollagen eingelagert werden und von oben her 
wird dann Nahrmedium zugefuhrt. 

Eine weitere Mogiichkeit zur Nutzung der zweiten Kam- 
mer besteht darin, daB man diese auch zu Produktion bzw. 
"Emte" von Substanzen verwenden kann, die in der Zellen- 
kammer gebildet werden. So kann man z. B. weiBe Blutzel- 
len in der Zellenkammer kultivieren, setzt diese einem Anti- 
gen aus, wodurch die Zellen beginnen Antikorper zu produ- 
zieren. Diese Antikorper diffundieren dann durch die zweite 
Folie in die zweite Kammer und konnen von dort aus abge- 
zogen werden. Auf diese Weise bleiben die Zellen in der 
Zellenkammer erhalten. Dabei ist lediglich dafiir zu sorgen, 
daB die zweite Folie zwischen der Zellenkammer und der 
zweiten Kammer eine entsprechende Mikroporositat besitzt, 
so daB nur die gewunschten Substanzen durch die Folie per- 
fundieren konnen. 

Von Vorteil ist weiterhin auch, daB das in der zweiten 
Kammer sich befindende Medium ohne Stoning der in der 
Zellenkammer sich befindenden Zellen ausgetauscht wer- 
den kann. Gleiches gilt selbstverstandlich auch umgekehrt 
Auf diese Weise erhalt man ein langerfristiges regenerati- 
onsfahiges System. 

Vorteilhafte Weiterbildungen und Ausgestaltungen erge- 
ben sich aus den iibrigen Unteranspriichen und aus dem 
nachfolgend anhand der Zeichnung prinzipmaBig beschrie- 
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bcncn Ausfiihrungsbeispiel. 
Es zeigt: 

Fig. 1 eine schematische Explosionsdarstellung der erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung in Seitenansicht, 

Fig. 2 ausschnittsweise eine vergroBerte Darstellung in 5 
einem Vertikalschnitt, 

Fig. 3 eine schemalische Darstellung der erfindungsge- 
rnaBen Vorrichtung in einer Abwandlung, und 

Fig. 4 ein Kopfglied eines Rohrteiles einer Zulauf- oder 
einer Ablaufleitung in vergroBerter Darstellung in der 10 
Draufsicht. 

Auf einen Trager 1 in Form einer Tragerplatte in Gitter-, 
Loch-, Profil- oder Wabenstruktur, wird eine elastische gas- 
durchlassige Teflonfolie 2 aufgelegt. Ober die Teflonfolie 2 
wird eine zweite Folie in Form einer porosen flussigkeits- is 
durchlassigen Folie 3 aufgelegt. Uber die Folie 3 wird eine 
gaspermeable Teflonfolie 4 gelegt. Die drei Folien sind an 
ihren Randern abgedichtet. Auf diese Weise bildet sich zwi- 
schen der auf der unteren Flache durchgehend unterstutzten 
Teflonfolie 2 und der zweiten Folie 3, die mikroporos ist, 20 
eine variable und nach oben frei expansionsfahiger Zellen- 
kammer 5 und zwischen der zweiten Folie 3 und der dritten 
Folie 4 eine variable, und nach oben frei expansionsfahige 
zweite Kammer 6. Die zweite Kammer 6 besitzt jeweils 
mindestens eine Zulaufleitung 7 bzw. 8 und eine Ablauflei- 25 
tung 9 bzw. 10. Urn eine gleichmaBige Verteilung von einzu- 
bringenden Substanzen und eine gleichmaBige Durchstro- 
mung zu erreichen, wird man die Zu- und Ablaufe einer 
Kammer gegeniiberliegend, am besten diagonal gegeniiber- 
liegend, anordnen. Fur die Zellenkammer 5 reicht grund- 30 
satzlich ein AnschiuB, mehrere sind jedoch mSglich. 

Als Abdeckung und zur Lagedefinierung konnen auf die 
dritte Folie 4 ein Rahmen oder mehrere Abstandshalter 11 
aufgelegt werden. Der stabile Trager 1, die Zellenkammer 5, 
die zweite Kammer 6, die als Nahrmediumkammer oder 35 
Sammelkammer dienen kann, und Rahmen bzw. Abstands- 
halter 11 bilden eine Einheit, wobei beliebige derartige Ein- 
heiten ubereinander stapelbar sind. SauerstofT kann von un- 
ten her durch den Trager 1 in Pfeilrichtung und von der Seite 
her zwischen die Abstandshalter 11 zur Versorgung von in 40 
die Zellenkammer 5 eingebrachten Zellen 12 dienen. In glei- 
cher Weise kann Nahrmedium aus der zweiten Kammer 6 
durch die dialyseartige bzw. mikroporose Folie 3 in die Zel- 
lenkammer 5 perfundieren. 

Aus der Fig. 2 ist ersichtlich, wie die Zellenkammer 5 und 45 
die zweite Kammer 6 gebildet werden und wie die Folien 2, 
3 und 4 an ihren Randern abgedichtet werden, um die beiden 
Kammern zu bilden. Hierzu kann der Rahmen bzw. konnen 
leistenartige Abstandshalter 11 auf ihrer Unterseite mit einer 
sagezahnartigen Struktur 13 als Klemm- bzw. Dichtglied 50 
versehen sein. Die drei Folien 2, 3 und 4 werden auf den 
Tragerrahmen 1 gelegt und nach Aufsetzen der Abstands- 
halter 11 durch die sagezahnartige Struktur 13 festge- 
klemmt, wenn die Abstandshalter 11 in nicht naher darge- 
stellter Weise mit dem Trager 1 verbunden werden. Dies 55 
kann z. B. mit Schraubverbindungen oder durch Verkleben 
erfolgen. Auf diese Weise erfolgt umlaufend eine Abdich- 
tung. 

Die Folien 2, 3, 4 k6nnen auch verklebt bzw. verschweiBt 
sein. Vor dem Aufsetzen des Rahmens bzw. der Abstands- 60 
halter 11 sind jedoch die Zuleitungen 7 und 8 und die Ab- 
laufleitungen 9 und 10 einzubringen. Die Zu- und Ablauflei- 
tungen konnen als vorgefertigte Einheiten ausgebildet sein. 
Um eine Verbindung nach auBen herzustellen, konnen sie je- 
weils ein Rohrteil 14 mit einem ringfbrmigen Kopfglied 15. 65 
Das Rohrteil 14 besitzt ein AuBengewinde, auf das eine Ge- 
windemutter 16 aufschraubbar ist. Sobaid die Teflonfolie 2 
auf den Trager 1 aufgesetzt ist, wird jeweils mindestens eine 



Zulaufleitung 7 mit dem Rohrte^^^ind eine Ablaufleitung 
9, ebenfalls mit dem Rohrteil 14 gleichcr Bauart, durch die 
Membrane 2 durchgestoBen und jeweils in eine Bohmng des 
Tragers 1 eingesetzt. Dabei liegt das Kopfglied 15 auf der 
Oberseite des Tragers 1 an und die Folie 2 wird darunter ge- 
klemmt, wobei gegebenenfalls noch ein Dichtring (O-Ring) 
vorgesehen sein kann. Schraubt man nun von unten her die 
Gewindemutter 16 auf, so wird eine Abdichtung erreicht. 
AbschlieBend lassen sich Schlauche 17 bzw. 18 auf die 
Rohrteile 14 aufschieben. Auf diese Weise kann die Zellen- 
kammer 5 befullt oder entleert werden. 

Nach dem Aufsetzen der mikropordsen Folie 3 wird diese 
ebenfalls durch das Rohrteil 14 durchstochen, welches dann 
ebenfalls durch eine Bohrung in dem Trager 1 gesteckt wird. 
Das Rohrteil 14 stellt fur die zweite Kammer 6 entweder die 
Zulaufleitung oder die Ablaufleitung dar, sofem man nicht 
nur eine gemeinsame Leitung fur Zu- und Ablauf vorsieht. 

In vorteilhafter Weise wird man zwischen dem Kopfglied 
15 und dem Trager 1 noch einen Dichtring 19 vorsehen. Mit 
dieser Ausgestaltung ist ebenfalls eine Zulauf- und Ablauf- 
moglichkeit fiir in die zweite Kammer einzubringendes Me- 
dium vorhanden. 

Zu Beginn der Behandlung liegen die drei Folien 2, 3 und 
4 direkt aufeinander. Wird nun Medium in die Zellenkam- 
mer 5 eingegeben, so kann sich aufgrund der Elastizitat der 
Folie 3 und gegebenenfalls auch der Folie 2 ein entsprechen- 
der variabler Abstand einstellen, womit eine entsprechende 
Behandlungskammer bzw. Zellenkammer 5 geschaffen 
wird. Gleiches gilt fur die zweite Kammer 6, die ebenfalls 
dadurch gebildet wird, daB iiber die Zulaufleitung 8 ein Me- 
dium, z. B. Nahrmedium, eingebracht wird. In diesem Falle 
dehnt sich neben der Folie 3 auch die Folie 4 und gibt genii- 
gend Raum fur die damit zu bildende zweite Kammer 6. Da 
nach oben keine besonderen Begrenzungen gegeben sind, 
konnen sich die Voiumina in der Zellenkammer 5 und der 
zweiten Kammer 6 beliebig nach oben ausdehnen. Ausge- 
hend von einem "Nullabstand" kann man Hohen von 1 bis 
2 cm erreichen. 

Kultiviert man z.B. in der Zellenkammer 5 Knochen- 
mark, so ist eine Volumenvermehrung um den Faktor 
100-1000 moglich. Man beginnt z. B. mit 100 Mikroliter 
bis 5 ml, wenn man nur einen dunnen Film aus Zellen 12 be- 
sitzt. Die Zellen wachsen dann in der Zellenkammer 5, 
durch Vermehrung der hamatopoetischen Stammzellen. Da 
Wachstumsfaktoren sehr teuer sind, bedeutet dies bei der er- 
findungsgemaBen Vorrichtung, daB man mit kleinen Men- 
gen anfangen kann und auf diese Weise eine entsprechende 
Kosteneinsparung erreicht. Trotzdem ist es nicht erforder- 
lich Unterbrechungen in der Behandlung oder einen Wech- 
sel der Vorrichtung vorzunehmen, da das System ja mit der 
Behandlung mitwachsen kann. Zusatzlich ermoglicht das 
Bauprinzip, daB Knochenmarksstromazellen bei der Ver- 
mehrung der Stammzellen im Bioreaktor verbleiben kon- 
nen. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung kann z. B. auch zur 
Herstellung von Antikorper bzw. Impfstoffen verwendet 
werden. In diesem Falle gibt man in die Zellenkammer 5 im- 
mun-aktivierende Virus- oder Bakterienbestandteile ein, die 
sich bildenden Klone produzieren Antikorper, die durch die 
Folie 3 diffundieren und konnen dann ohne Stoning in der 
Zellenkammer 5 aus der zweiten Kammer 6 "geerntet" wer- 
den. Die Zellenkammer 5 kann im Bedarfsfalle auch noch 
unterteilt sein. 

Eine Beobachtung der Vorgange in der zweiten Kammer 
6 und/oder der Zellenkammer 5 ist auf einfache Weise mit 
der erfindungsgemaBen Vorrichtung moglich. Man kann 
diese namlich problemlos unter ein Mikroskop schieben und 
zwar ohne daB die Kultivierung in den Kammern davon be- 
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cinfluBt wird. Praktisch laBt sich auf diese Weise jcdc ein- 
zclne Einheit, bzw. jedcs Modul beobachten. 

Stall einer Klemmung der Folien 2, 3 und 4 wie in der 
Fig. 2 dargestellt, konnen diese auch seitlich bzw. umlau- 
fend auf den Trager 1 aufgeklebt werden. 5 

Je nach Zellenart und/oder Kultivierungsforra kommt 
man gegebenen falls auch mit nur einer einzigen Kammer, in 
diesem Falle der Zellenkammer 5 aus, und mit nur zwei Fo- 
lien, namlich der Folie 2 und 3. So kann man z. B. in der 
Zellenkammer 5 Pilze ziichten, die aufgrund der Elastizitat 10 
der Folie 3 und gegebenenfalls auch der Folie 2 mit entspre- 
chender VolumenvergroBerung der Zellenkammer 5 wach- 
sen konnen. 

Es kann auch eine Zwischenfolie 21 verwendet werden 
(in der Fig. 2 gestrichelt in der Zellenkammer 5 dargestellt), 15 
wodurch zwei Zellenkammerabschnitte entstehen. Die 
zweite Folie 11 kann eventuell ebenfalls mikroporos sein. 

Einer der wesentlichen Vorteile der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung besteht darin, daB aufgrund des Mitwachsens 
der Zellenkammer 5 und der zweiten Kammer 6 bei einem 20 
Emten von Substanzen aus der zweiten Kammer 6 die Zel- 
len in der Zellenkammer 5 nicht wie beim Stand der Technik 
darunter leiden bzw. mit entfemt werden miissen und damit 
verloren sind. 

Dies bedeutet z. B., daB bei der Expansion von Knochen- 25 
mark die hamatopoeuschen Stammzellen expandieren kon- 
nen und zugleich die Stromazellen uber lange Zeitraume im 
Bioreaktor verbleiben, d. h. bis die genugende Volumenver- 
mehrung der Stammzellen (z. B. 500 ml von 1 bis 5 ml) er- 
reicht ist. 30 

Von Vorteil ist weiterhin auch, daB nach Beendigung einer 
Versuchsreihe von der Einheit zumindest der Trager 1 und 
der Rahmen bzw. die Abstandshalter 11 wieder verwendbar 
sind. Es ist lediglich erforderlich die beiden Kammern, nam- 
lich die Zellenkammer 5 und die zweite Kammer 6, die aus 35 
den Folien 2, 3 und 4 gebildet sind und praktisch Beutel bil- 
den, auszutauschen. Ebenso sind auch die Zulauf- und Ab- 
laufleitungen 7 bis 10 wiederverwendbar. 

Auf Grund der geringen Verfugbarkeit bestimmter Star- 
terzellen (z. B. humanes Knochenmark) und/oder der enor- 40 
men Kosten an Wachstumsfaktoren und Interieukinen soil 
das Volumen so gering als moglich sein (ca. 1 bis 5 ml), an- 
dererseits soli es aber im Kulturverlauf bis zu 100- bis 
lOOOfach zunehmen zu konnen. So soli z. B. Knochenmark 
eines Patienten extrakorporal derart vermehrt werden, daB 45 
ca. 500 ml wieder zurucktransplantiert werden konnen. 

Zusatzlich konnen spezifische Kultivierungsphasen bei 
z. B. Leberzellen erfordern, daB wahrend der Anwachspha- 
sen hohe Volumina (200 bis 300 ml, bei 1000 cm 2 Flache) 
an Nahrrnedium in den durch die erfindungsgemaBe \br- 50 
richtung geschafTenen Bioreaktor eingebracht werden, um 
ein optimales Anwachsen der Zellen und eine Vertnehrungs- 
phase fur die nachfolgenden 24 bzw. 48 Std. wartungsfrei 
unter nicht perfundierten Bedingungen zu ermoglichen. Ge- 
rade in der Anwachsphase der Zellen ist es notwendig st5- 55 
rende Stromungen zu vermeiden. Ware das Volumen eines 
Bioreaktors bereits initial auf sehr niedrige \folumina einge- 
stellt, wiirde dies jedoch eine sehr verkurzte Toieranzzeit bei 
Stop der Perfusion bedeuten, da das Nahrrnedium innerhalb 
von Minuten verbraucht ware. Zusatzlich wtirden toxische 60 
Produkte der Zellen, Katabolite und auch bei der Zellisola- 
uon primarer Zellen (z. B. Leber) durch die Zellisolation 
mittels Kollagenase anfallende Zellyse Produkte in hohen 
lokalen Konzentrationen das Anwachsen und damit den 
Start der Kultur behindem und bei sensiblen Zellen zum Ab- 65 
sterben dieser Zellen ftthren. 

Bei der Vorbereitung der Kultur primarer Leberzellen 
wird wie folgt vorgegangen: 
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Zuerst wird Kollagen in flussiger Losung z. B. mit in 
1 mmol HQ und 1, 5 mg/ml Kollagen Typ I mil 3 ug/ml Fi- 
bronektin in die Zellenkammer 5 bzw. das Zellkompartment 
injiziert und iiberschussiges Kollagen sofort wieder entfemt. 
Dadurch kollabiert der Reaktor ohne zusatzliches Offnen 
von Ventilen blasenfrei, da ein Vakuum gezogen wird. Diese 
Flexibilitat ist somit auch steriltechnisch und kulturlech- 
nisch von Vorteil, da Luftblasen fur Zellen toxisch sind. Die 
Entfernung des uberschussigen Kollagens stellt auch eine 
Kostenersparnis dar, da dieses Kollagen somit auch fur an- 
dere Module verwendet werden kann. 

Der Reaktor bzw. die Vorrichtung kann so bei 37°C belas- 
sen werden, oder auch mit UV-Licht bestrahlt werden um 
eine Verfestigung des Kollagens (Crosslinking) zu errei- 
chen. Das Kollagen kann mit oder ohne lOfach Konzentrat 
eines Nahrmediums in die Zellenkammer 5 hinzugegeben 
werden, wodurch eine sofortige pH Neutralisierung ermog- 
licht wird. Wird dies einfachheitshalber nicht getan, so kann 
durch Zugabe eines hohen Nahrmediumanteils auf Grund 
der Flexibilitat der Vorrichtung auch dann noch eine pH 
Neutralisierung erfolgen, da der Verdiinnungseffekt durch 
das Kulturmedium die hierzu notwendige Pufferung ermog- 
licht. 

Ublicherweise wird bei der Ansaat der Hepatozyten eine 
Konzentration von 1 x 10 6 Zellen pro ml eingestellt. Bei ei- 
ner Kulturflache von 1000 cm 2 wiirden deshalb bereits 
200 ml erforderlich sein. Dieses Volumen wird nach 2 bis 
4 h ausgetauscht um Toxine und Zelldetritus zu entfemen 
und frisches Nahrrnedium fur weitere 24 bis 48 Std. auf den 
Hepatozyten belassen zu konnen. Danach wird das Medium 
voUstandig entfemt, so daB nur eine einzelne, noch nicht 
konfluente Zellage, verbleibL Diese wird dann mit ca. 20 bis 
50 ml Kollagen im Mix in der Zellenkammer 5 mit einem 
lOfach Konzentrat eines Nahrmediums (z. B. Williams E) 
iiberschichtet Danach wird aus der Zellenkammer 5 iiber- 
schussiges Kollagen wieder abgesaugt. Dadurch kann die 
Zellenkammer 5 kollabieren bzw. zusammenfallen und sich 
die untere gas permeable Folie bzw. Membran 2 mit den dar- 
auf angewachsenen Zellen mit der mittleren Folie 3 bzw. 
Membran annahem. Dies unterstutzt die Festigkeit der Kol- 
lagenschicht und schutzt vor Scherkrafteinflussen. 

Nach Einbringung der zweiten Kollagenschicht (48 h 
nach der Zellaussaat) in die Zellenkammer 5 und Abwarten 
fur ca. 1 h, wird in die obere zweite Kammer Nahrrnedium 
eingefiillL 

Je hoher der Volumengehalt an Nahrrnedium ist, desto 
problemloser laBt sich der Bioreaktor in einem stand by Be- 
trieb halten. 

Bei der Verwendung von primaren Hepatozyten ist es ent- 
gegen der etablierten Meinung von Vorteil einen Anteil 
nicht parenchymaler Zellen von zumindest mehr als 1% (20 
bis 30%) mit in die Kultur beizumischen, da diese Wachs- 
tumsfaktoren lokal produzieren und somit erst die Expan- 
sion der ansonsten nicht proliferierenden Hepatozyten spon- 
tan ermoglichen. Ansonsten muBten die Hepatozyten mit 
hohen Mengen an exogen zugefuhrten und sehr teuren 
Wachstumsfaktoren (z. B. EGF = epidermal growth factor, 
TGF = transforming growth factor oder HGF = hepatocyte 
growth factor) stimuliert werden. Durch GH = growth Hor- 
mon (Wachstumshormon) kann die Ausschilttung der endo- 
genen (durch die NPC = Nichtparenchymale Zellen) produ- 
zierten Zellen noch verstarkt werden und damit kosteogun- 
stig eine zellulare Regeneration des Bioreaktors im langer- 
fristigen Betrieb erreicht werden. 

Soil das Reaktorsystem als bioartifizielles Organ (z. B. 
Leber) eingesetzt werden, so ist ein minimales Volumen not- 
wendig, da bei reduzierten Schichtdicken des verwendeten 
Plasmas der Stoffaustausch durch Diffusion wesentlich efli- 
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zientcr isl und wcil so Produkte^M^caktors nicht auf un- 
physiologischc Konzcntralioncn verdunni wcrden. Die ver- 
tikale Hdhe der Perfusionskammer bzw. zweiten Kammer 6 
soil hierbei nun wieder nur 10 bis 50 um belragen. 

Um den in vivo Einsatz bei Patienlen im Leberversagen 
durchfuhren zu konnen, werden die Bioreaktorenmodule 
unter Verwendung von S ten Ikon nekloren parallel geschal- 
tet, das Kulturmedium uber Mehrkanalpumpensysteme 
durch Absaugen vollstandig enlfemt und Plasma des Patien- 
ten (in Korabination mit einem Plasraaseparator und ein Re- 
servoir) in mdglichst diinnen Schichten durch die obere 
zweite Kammer 6 hindurchgefuhrt. Hierzu ist es vorteilhaft 
das Plasma wiederurn mittels Saugen durch den Reaklor 
bzw. die Vorrichtung hindurchzufuhren, da dieser dann auf 
das minimale Volumen kollabieren kann. Zur Unterstiitzung 
und zur Sicherheit im Perfusionsbetrieb kann dann eine 
gleichgeschaltete Pumpe vor dem Reaktor die Aufrechter- 
haltung konstanter Perfusionsbedingungen im Reaktorbe- 
trieb bei minimalen Schichtdicken ermoglichen. 

Eine weitere Anwendung stellt die Kultur von Keratino- 
zyten auf den gaspermeablen Filmen bzw. Folien wie z. B. 
Teflon dar. Bei geringen Schichtdicken dieser Filme (z. B. 
25 um) ergibt sich eine hohe Sauerstoffpermeabilitat. Wenn, 
wie ublich, Keratinozyten auf Folien expandiert werden, er- 
gibt sich bisher das Problem, daB bei Verwendung dieser Fo- 
lien als Wundabdeckung (z. B. nach Verbrennungen und 
Entfernung der verbrannten Hautreste durch Escharekto- 
mie) die auf den Folien angewachsenen Zellen nach dem 
Umklappen der Folie auf die Wunde falsch orientierl sind, 
da die Verhomung immer auf der Luft exponierten Seite er- 
folgt. 

Bei der Verwendung der gaspermeablen Folie 2 als Adha- 
sionssubstrat kommt es initial zu einer Adhasion und Proli- 
feration der Keratinozyten, zusatzlich kann ein mehrschich- 
tiges Wachsen wie ublich erfolgen. Wird im Kulturverlauf 
die die Zellen uberlagernde Mediumschichtdicke in der 
zweiten Kammer 6 dahingehend erhoht, daB Limitationen 
entsprechend der O^Versorgung entstehen, so kann eine 
Umorientierung der Zellen erfolgen, mit einer Verhomung 
an der unter Seite. Die O2- Versorgung ist entsprechend dem 
Fickschen Diffusionsgesetz von der Schichtdicke des Medi- 
ums abhangig und O2 tendiert bereits bei Schichtdicken von 
1 nun perizellular gegen 0. 

Wird dann der Bioreaktor an dieser Seite bzw. die Folie 2 
fur diese Anwendung so konzipiert, daB wie bei einem Be- 
cher die Folie 2 an Sollbruchstellen bzw. vorgesehen Ablo- 
sungsflachen (nicht permanente Befestigung) abgezogen 
werden kann, so laBt sich hier sehr einfach eine sterile 
Wundabdeckung mit korrekt orientierten mehrschichtigen 
Keratinozytenkuituren erreichen. 

Hierzu kann aus steriltechnischen Griinden der Bioreak- 
tor eine zusatzliche und entfembare sterile Ummantelung 
besitzen (Behaltnis oder Extrafolie, gasdurchlassige Mem- 
brane oder Struktur, Papierverpackung oder KunststofF mit 
Sterilfiltern, die Luft in die Vorrichtung hineinlassen). 

Diese Variability des Bioreaktors, zeitlich versetzt hohe 
und niedrigste Volumina zu ermoglichen, ist ein wesentli- 
cher Vorteil der Erfindung. Diese Flexibility ermoglicht es 
auch derart unterschiedlliche Organ- und Zellsysteme zu 
kultivieren und diese in multizellulare und mehrschichtige 
Kulturen zu expandieren. 

Es handelt sich hierbei somit um ein Volumensensitives 
Bauprinzip das ein Verfahren ermoglicht, bei dem zeitlich 
fraktioniert unterschiedliche Volumina eingestellt werden 
konnen. Dies bedeutet auch, daB der Reaktor "mitwachst" 
und im Gegensatz zum Stand der Technik keinerlei unge- 
wolltes "Totvolumen" besitzt. 

Bei Kultivierung der Zellen in der unteren Zellenkammer 



5 bzw. dem Kompartment urf^^F dadurch unmittelbaren 
Nahe zur SauerstofTversorgung ist es nicht unbcdingt erfor- 
derlich, daB die obere Folie 4 gaspermeabel ist. Im allgemei- 
nen wird man die Zellenkammer 5 auf dem Trager 1 anord- 
5 nen. Es ist jedoch gegebenenfalls auch die umgekehrte An- 
ordnung moglich, d. h. daB sich die Zellenkammer 5 oben 
befindet und die zweite Kammer unten, wobei in diesem 
Faile die zweite Kammer 6 auf dem Trager 1 zur Unterstiit- 
zung aufliegt. 

io Die Anschliisse bzw. Zu- und Ablaufleitungen 7 bis 10 
konnen einfachheitshalber entweder alle nach oben oder 
nach unten ausgeleitet (oder gemischt) werden. Der Vorteil 
bei der Anbringung nach oben ist, daB bei der Herstellung 
(z. B. Tiefziehverfahren) diese gleich in die obere Folie 4 

15 bzw. 3 integriert werden konnen (sieheJPrinzipdarstellung in 
Fig. 3). Aus der Fig. 3 ist weiterhin auch ersichtlich, daB zur 
Vermeidung eines Ansaugens bzw. Aufeinanderklebens der 
Folien 2, 3 und 4 im Bereich der Zu- und Ablaufleitungen 7 
bis 10 Abstandshalter 20 oder Abstandsnoppen vorgesehen 

20 sind. Ein gcgenseitiges Verkleben bzw. Ansaugen kann auch 
dadurch verhindert werden, daB z. B. in den Kopfgliedern 
15 der Rohrteile 14 von der Zulauf- bzw. RiicklaufofTnung 
aus radial nach auBen flihrende Kanale eingeformt sind, wo- 
durch auch bei einem direkten Aufeinanderliegen der Folien 

25 bzw. einer Ansaugung sichergestellt ist, daB Medium in die 
jeweilige Kammer eingebracht werden kann. 

Der Bioreaktor bzw. die Vorrichtung kann auch so gebaut 
werden, daB die Kultureinheit als Beutel mit den Folien 2, 3, 
4 und mit den entsprechenden Anschlussen, nebst daraus ge- 

30 bildeten Kammern 5 und 6, erstellt wird. Der Bioreaktor 
bzw. die Kultureinheit kann dann auf dem unterstiitzenden 
Trager 1 aufgebracht und fixiert werden. Dies kann durch 
Einspannen mittels seitlicher Locher im Beutel geschehen. 
Die Verwendung allein des Beutels wiirde die Funktiona- 

35 litat des Bioreaktors nicht ermoglichen, da nur in der Kom- 
bination mit einer Unterstutzungsstruktur bzw. dem Trager 1 
die geforderte Flexibility und das einfache Handling er- 
reicht wird. Die Befullung des Beutels ohne die durchge- 
hende Unterstutzungsstruktur bzw. den Trager 1 wiirde so- 

40 fort zu einem Versacken der Medien bzw. Zellen am tiefsten 
Punkt fuhren und damit zum Absterben der Zellen. 7 

Idealerweise liegt die PorengroBe der Folie 3 bei 0,2 um 
(Sterilfiltrationsgrenze), wodurch zusatzlich ein Sterilschutz 
der Zellenkammer 5 erreichbar ist. Die Verwendung hoherer 

45 oder niedriger PorengroBen ist jedoch moglich. Diese kon- 
nen so klein gewahlt werden, daB z. B. Viren, die fur Trans- 
fektionsexperimente an z.B. Hepatozyten oder Knochen- 
markszellen oder Keratinozyten verwendet werden, in der 
entsprechenden Zellenkammer 5 zuriickgehalten werden. 

50 Als Folienmaterial kann z. B. Teflon, Silikon, Polycarbo- 
nat oder Polyester verwendet werden. Fur die mikroporose 
Folie 3 ist insbesondere Polycarbonat oder Polyester wegen 
der Transparenz besonders geeignet Die Oberflachen der 
Folien und Schlauche konnen z.B. mit Heparin vorbe- 

55 schichtet sein, damit eine Complement-Aktivierung redu- 
ziert wird. 

Im Unterschied zu Hohlf asersystemen ist eine Entfernung 
der als Schichten wachsenden Zellen nach z. B. auch Ab- 
trypsinierung oder durch einfaches Absaugen sehr einfach 
60 moglich. 

Mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung lassen sich auch 
Pflanzenzellen oder Algen behandeln, um damit z. B. Sauer- 
stoff zu produzieren, die in den transparenten Bioreaktoren 
Photosynthese betreiben konnen. Dies konnte z. B. in der 
65 Raumfahrt beniitzt werden, um CO2 zu absorbieren und O2 
bereitzustellen. 

Weiterhin kdnnten derartige Systeme bei der Verwendung 
von Bakterien zur Entgiftung mit Gasen verunreinigter At- 
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tspharen eingesctzt werden. 

Patentanspriiche 

1. Vorrichtung zum Zuchten und/oder Behandeln von 5 
Zellen mil folgenden Merkmalen: 

1 . 1 auf einem gasdurchlassigen Trager (1) ist eine 
erste Kammer (Zellenkammer 5) angeordnet, 

1 .2 die erste Kammer (Zellenkammer 5) ist durch 
eine erste gaspermeable, nicht fliissigkeitsdurch- 10 
lassige Folie (2) gebildet, die auf den Trager (1) 
aufgelegt ist, und eine zweite mikroporose Folie 
(3), die iiber der ersten Folie (2) angeordnet oder 
mit dieser einstiickig ist, 

1.3 wenigstens eine der beiden Folien (2, 3) ist 15 
derart elastisch, daB das Endvolumen der ersten 
Kammer (5) ein Vielfaches seines Ausgangsvolu- 
mens einnehmen kann und 

1 .4 die erste Kammer (5) ist mit wenigstens einer 
Zu- und/oder Ablaufleitung (7, 9) versehen. 20 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB iiber der zweiten Folie (3) eine dritte Fo- 
lie (4) angeordnet und mit der zweiten Folie (3) ver- 
bunden oder einstiickig mit dieser ist, wobei die zweite 
Folie (3) und/oder die dritte Folie (4) derart elastisch ist 25 
bzw. sind, daB zwischen der zweiten Folie (3) und der 
dritten Folie (4) eine zweite Kammer (6) herstellbar ist, 
deren Endvolumen ein Vielfaches seines Ausgangsvo- 
lumens einnehmen kann, wobei die zweite Folie (3) als 
mikroporose Folie ausgebildet ist, die den Durchtritt 30 
von ausgewahlten Substanzen aus der ersten Kammer 
(Zellenkammer 5) in die zweite Kammer (6) zulaBt, 
wobei die zweite Kammer (6) mit wenigstens einer Zu- 
lauf- und/oder Ablaufleitung (9, 10) versehen ist 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 35 
kennzeichnet, daB eine Vielzahl von aus ersten und 
zweiten Folien (2, 3) gebildeten Zellenkammem (5) 
und aus zweiten und dritten Folien (3, 4) gebildeten 
zweiten Kammern (6) ubereinander legbar sind 

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 40 
durch gekennzeichnet, daB iiber der dritten Folie (3, 4) 
ein Rahmen (11) gesetzt ist. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Rahmen (11) auf seiner Unterseite 
mit Klemm- und/oder Dichtgliedern (13) fur die Folien 45 
(2, 3, 4) versehen isL 

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Folien an ihren Randem 
fliissigkeitsdicht mit dem Trager (1) und/oder unterein- 
ander verbunden sind. 50 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Folien (2, 3, 4) auf den Trager (1) auf- 
geklebt sind. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7 da- 
durch gekennzeichnet, daB die Zu- und Ablaufleitun- 55 
gen (7, 8, 9, 10) als vorgefertigte Einheiten ausgebildet 
sind, die durch die jeweilige dazugehorige Folie (2, 3, 

4) gesteckt, in dieser befestigt und an dem Trager (1) 
befestigbar sind. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8 dadurch gekennzeich- 60 
net, daB die vorgefertigten Einheiten durch Haltever- 
bindungen mit dem Trager (1) verbindbar sind. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 8 oder 9 dadurch ge- 
kennzeichnet, daB jede vorgefertigte Einheit ein Rohr- 
teil (14) mit einem Gewindeabschnitt aufweist, auf den 65 
eine Gewindemutter (16) aufschraubbar ist, wobei der 
TVager (1) zwischen einem Kopfglied des Rohrteiles 
(14) und der Gewindemutter (16) eingeklemmt ist 
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11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zwischen dem Kopfglied (15) und dem 
Trager (1) und/oder einer Folie (2 bzw. 3) Dichtringe 
oder Abstandshalter (19) angeordnet sind. 

12. Vorrichtung nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Folien (2, 3, 4) aus Teflon, Silikon, Polycarbonat oder 
Polyester bestehen. 

13. Vorrichtung nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Trager (1) als Gitter- oder Lochprofilplatte ausgebildet 
ist. 

14. Vorrichtung nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Zu- und Ablaufleitungen (7, 8, 9, lfi) in die dritte Folie 
und die zweite Folie als Einheit integriert sind. 

15. Vorrichtung nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Zellenkammer (5) durch eine Zwischenfolie (21) in 
zwei Abschnitte unterteilt ist. 

16. Verfahren zum Zuchten und/oder Behandeln von 
Zellen in folgenden Schritten: 

16.1 auf einen gasdurchlassigen Trager (1) wird 
eine erste gaspermeable, nicht flussigkeitsdurch- 
lassige Folie (2) gelegt, 

16.2 auf die erste Folie (2) wird eine zweite mi- 
kroporose Folie (3) gelegt, wobei wenigstens eine 
der beiden Folien (2, 3) elastisch ist, 

16.3 auf die zweite Folie (3) wird eine dritte Folie 
(4) gelegt, wobei die zweite oder die dritte Folie 
(3 bzw. 4) elastisch ist, 

16.4 die Folien (2, 3 und 4) werden an den Ran- 
dern abgedichtet, 

16.5 zwischen die erste Folie (2) und die zweite 
Folie (3) werden Zellen (12) zum Zuchten und/ 
oder Behandeln eingebracht, 

16.6 zwischen die zweite und die dritte Folie (3, 4) 
wird ein zweites Medium eingebracht, und 

16.7 die Volumina in den beiden auf diese Weise 
gebildeten Kammern (5, 6) werden entsprechend 
den gestellten Forderungen variieit 
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